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RESUMO

Piptocarpha angustifolia Dusén (Asteraceae) € uma espécie arbdrea nativa brasileira pertencente a Floresta
Ombrdfila Mista, com potencial ambiental para recuperacdo de ecossistemas e producao madeireira. A propaga¢édo seminal
desta espécie apresenta dificuldades devido a irregularidade na producéo e coleta, aliadas a baixa germinacao pela formagao
de poucas sementes viaveis. Este trabalho teve como objetivo verificar o enraizamento de estacas semilenhosas de brotacdes
do ano de plantas matrizes adultas, coletadas na primavera de 2004, verdo, outono e inverno de 2005, no municipio de
Colombo, Paran4, Brasil, tratadas com solugdes alcodlicas do regulador vegetal &cido indolbutirico (AIB). Analises anatémicas
e bioquimicas de acuUcares totais e proteinas foram realizadas para investigacdo de possiveis impedimentos a iniciagdo
radicial. Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado com 4 repeticdes de 20 estacas por parcela,
avaliando-se as porcentagens de estacas enraizadas, com calos, vivas e mortas. N&o houve enraizamento em qualquer dos
tratamentos nas épocas estudadas. A presenca de fibras néo foi relacionada ao impedimento da iniciagdo radicial. Os testes
microquimicos nao foram conclusivos quanto a presen¢a de compostos fendlicos. Os teores de agUcares totais e proteinas
ndo foram correlacionados ao enraizamento adventicio.

Palavras-chave: Piptocarpha angustifolia Dusén; espécie nativa; propagacgdo vegetativa.

ABSTRACT

Piptocarpha angustifolia Dusén (Asteraceae) is a brazilian native woody species belonging to Mixed Rain Forest
(Araucaria’s Forest) with potential use for enviromental restoration and economical in plantation for woody production. Its
propagation by seeds presents difficulties by irregular production and collection and low germination by poor number of
feasible seeds. This work aims to verify the rooting response for semihardwood cuttings of annual shoots from mature
plants, collected in spring 2004, summer, autumn and winter 2005 in Colombo, Parana state, Brazil and submitted a different
treatments by alcoholic solution with use of plant growth regulator indolebutyric acid (IBA). Anatomical and biochemical
analysis of total carbohydrates and proteins were made to investigate possible obstacle to roots initiation. The statistical
analyses were made by completly randomized design with four treatments of twenty cuttings, evaluating rooting percentage,
callus cuttings, alive and dead cuttings. No adventitous rooting response was verified in all seasons studied. The presence
of fibers was not related as anatomical barrier to rooting. The microchemical tests weren't conclusive to presence phenolic
compounds and total carbohydrates and proteins weren’t correlated to rooting.

Key-words: Piptocarpha angustifolia Dusén; brazilian native species; plant propagation.

! Bi6loga, Mestre em Agronomia-ProducédoVegetal/lUFPR, Caixa Postal 19031, CEP 81531-970, Curitiba/PR, apferriani@ig.com.br

2 Bi6loga, Prof2. Dr®. Depto. de Botanica/UFPR, Caixa Postal 19031, CEP 81531-970, Curitiba/PR, kazu@ufpr.br

3 Prof. Dr., Depto. de Fitotecnia e Fitossanitarismo/UFPR, Rua dos Funcionarios 1540, Juvevé, CEP 80035-050 Curitiba/PR,
koehler@ufpr.br,cicero@ufpr.br

“Eng. Florestal, Pesquisador Embrapa Florestas, Estrada da Ribeira km 111, Caixa Postal 319, CEP 83411-000, Colombo/PR,
carpa@cnpf.embrapa.br

5Eng. Agronoma, Dr2 em Botanica, Rua dos Funcionarios 1540, Juvevé, CEP 80035-050 Curitiba/PR, marisaolive@ufpr.br

Scientia Agraria, Curitiba, v.9, n.2, p.159-166, 2008. 159



FERRIANI, A.P. et al. Estaquia e anatomia de vassourgo...

INTRODUCAO

Piptocarpha angustifolia Dusén
(Asteraceae), também denominada vassourdo-
branco, é uma espécie florestal nativa pioneira,
pertencente a Floresta Ombrdfila Mista. Estudos
silviculturais apontam sua utilizagdo em recuperacao
de ecossistemas pelo desenvolvimento satisfatério
em solos alterados e crescimento rapido, ou em
plantios dirigidos para produgcéo de aglomerados e
caixotaria (SEITZ, 1976; INOUE et al., 1984,
CARVALHO, 2003). No entanto, a producéo de
sementes é irregular e de dificil coleta (< 3 mm),
com baixa porcentagem de embrides viaveis
(CARVALHO, 2003; FERRIANI et al., 2005).

A crescente demanda de mudas de
espécies florestais faz com que técnicas para
otimizagdo desse processo sejam cada vez mais
estudadas. A estaquia é um método amplamente
difundido para muitas espécies lenhosas como o
eucalipto e para a maioria das frutiferas comerciais
(DUARTE et al., 1992; LEONEL e RODRIGUES, 1993;
ROCHA, 2002), permitindo a producéo de individuos
de maneira seletiva e rapida, principalmente quando
a espécie ndo apresenta sementes em quantidade
ou qualidade desejadas (PAIVA e GOMES, 1993;
ROCHA, 2002).

O principio da propagacéo vegetativa por
estaquia consiste em destacar parte da planta matriz
(estaca), com a finalidade de formar uma planta
nova e completa, pela indugdo do enraizamento
adventicio (FACHINELLO et al., 1995; HARTMANN et
al., 2002), devido a presenga de certos niveis de
substancias de crescimento natural na planta, como
agucares, proteinas e outros co-fatores que, como
as auxinas, contribuem para a o desenvolvimento
radicial (PAIVA e GOMES, 1993; ONO e RODRIGUES,
1996; ZUFFELLATO-RIBAS e RODRIGUES, 2001).
Porém, diante da dificuldade de enraizamento que
envolve fatores relacionados a propria planta ou a
condi¢cbes ambientais (BIASI, 1996) o uso de
reguladores vegetais é aconselhavel. O &cido
indolbutirico (AIB) é um regulador vegetal
amplamente utilizado para diversas espécies, por
estimular a inducdo, nimero e qualidade das raizes
adventicias, promovendo uniformidade no
enraizamento (HARTMANN et al., 2002).

Este trabalho teve como objetivos verificar o
enraizamento de Piptocarpha angustifolia pela
estaquia semilenhosa em brotagcbes do ano de
plantas matrizes adultas, coletadas nas quatro
estagBes do ano, utilizando diferentes
concentragfes de &cido indolbutirico. Paralelamente
foram realizadas andlises anatdémicas e
bioquimicas das estacas com a finalidade de
verificar possiveis impedimentos a iniciagdo radicial
do material vegetativo utilizado.

MATERIAL E METODOS
Caracterizacdo da area de coleta
Foram selecionados dez plantas matrizes
adultas com diametro a altura do peito (DAP)
variando entre 20 e 40 cm. As coletas ocorreram
nos bairros Monte Castelo, Roseira e Imbuial,
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localizados no municipio de Colombo (25° 19'
18,48139"S e 49° 09' 32,87741"W), estado do
Parana, Brasil. A classificacao do clima, pelo Sistema
Internacional de Kéeppen é do tipo Cfb, subtropical
umido, sem estacdo seca (1410 mm de chuva por
ano) e com temperatura média anual de 16,5 °C e
inverno rigoroso.

Material botanico e estaquia

A exsicata do material botanico utilizado
encontra-se depositada no herbario da Embrapa
Florestas, registrada sob nimero HFC 7090. As
coletas foram realizadas no uUltimo més de cada
estacdo do ano: primavera de 2004, verdo, outono e
inverno de 2005.

As saidas a campo para coleta foram
realizadas nas primeiras horas da manhé, onde
foram coletadas brotaces da copa, desprezando-
se as porgdes terminais herbaceas, para confecgéo
de estacas caulinares semilenhosas. As estacas
foram preparadas com comprimento de 12 cm e
diametro entre 0,5 e 1,0 cm, mantendo-se dois a
trés entrends; corte em bisel na base e corte reto na
porcao superior, onde foram mantidas duas folhas
com éarea reduzida & metade e colocadas em baldes
com agua. Para a desinfestacdo, as estacas foram
tratadas com hipoclorito de sédio P.A. a 0,5% por 10
min, lavagem posterior em agua corrente por 5 min
e imerséo das bases em fungicida Benomyl (0,25 g
L) durante 15 min. Em seguida, cerca de 1,5 cm
das bases das estacas foram mergulhadas em
solucéo alcodlica (50% v/v) de acido indolbutirico
(AIB) por 10 segundos de imersdo conforme os
seguintes tratamentos: 0 mg Lt AIB, 500 mg L* AlB,
1000 mg Lt AIB, 1500 mg Lt AIB e 3000 mg Lt AIB.

O plantio foi realizado em tubetes de
polipropileno com 53 cm?, contendo vermiculita de
granulometria média como substrato, em casa-de-
vegetagdo climatizada com sistema automatico de
nebulizagdo intermitente (>80% UR — umidade
relativa) do Setor de Ciéncias Bioldgicas, da
Universidade Federal do Parana, em Curitiba,
Estado do Parana. Apos 70 dias da instalagdo foram
analisadas as seguintes variaveis: porcentagem de
estacas enraizadas, porcentagem de estacas com
calos (sem raizes e com calos), porcentagem de
estacas vivas (sem raizes e sem calos) e
porcentagem de estacas mortas. O delineamento
foi inteiramente casualizado composto por cinco
tratamentos com quatro repeticBes de 20 estacas
por parcela, totalizando 400 estacas em cada época.
Os resultados foram submetidos a analise de
variancia (teste F). As variaveis cujas médias
revelaram diferencas significativas foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Anélises anatdmicas

Para a andlise anatdmica qualitativa foram
coletadas amostras das bases de duas estacas no
momento de instalagdo do experimento nas quatro
estagOes. A fixacdo das amostras foi feita em FAA 70
durante 24 h e depois conservadas em alcool a 70%.
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Para a preparacdo das laminas permanentes, 0s
materiais foram incluidos em historresina (GMA-
glicol metacrilato), segundo a técnica de FEDER e
O’BRIEN (1968).

Os blocos foram seccionados em
microtomo de rotacdo. Os cortes foram obtidos com
7 um de espessura e corados com azul de toluidina
(FEDER e O'BRIEN, 1968). As laminas foram
montadas com resina sintética (Permalte?). Laminas
semi-permanentes também foram montadas para
realizar testes microquimicos, com lugol para
detecc¢édo da presenca de amido, vermelho de ruténio
para deteccdo de pectinas e cloreto férrico para
deteccdo de compostos fendlicos (JOHANSEN,
1940).

Analises bioquimicas de aclcares totais e
proteinas

Para analises referentes as concentracdes
de acUcares totais e de proteinas nas quatro épocas
foram utilizadas como padréo estacas utilizadas nos
experimentos de estaquia, com duas ou trés
repeticdes por analise. Cada estaca foi totalmente
triturada e macerada com 10 mL de &lcool a 80° e a
extracdo dos agucares feita em banho-maria (70-80
°C) durante 10 min. Apés este periodo, realizou-se a
filtragem com o residuo submetido a mais duas
extracBes idénticas. O filtrado final foi evaporado a
50 °C e o extrato re-suspenso em 3 mL de agua
destilada, sendo mantido em congelador.
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As amostras foram posteriormente
utilizadas para analise de acuUcares totais pelo
método fenol-sulfirico (DUBOIS et al., 1956)
utilizando glicose como padrédo, com leitura em
espectrofotbmetro com absorbancia de 490 nm.

Os mesmos procedimentos de maceracéao,
extracdo e filtragem foram utilizados para a
determinacao de proteinas, sendo utilizado o método
de BRADFORD (1976), com padréo albumina bovina
(BSA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estaquia

N&o houve enraizamento adventicio em
qualquer dos tratamentos nas quatro estacdes
analisadas. No verdo e inverno de 2005 houve
mortalidade total das estacas em todos os
tratamentos (Tabela 1); estes resultados podem
estar relacionados ao alto grau de lignificacdo do
material utilizado, concordando com a informacéo
de que o grau de maturacgédo, para muitas espécies,
afeta negativamente sua capacidade de propagacéo
(ZOBEL e TALBERT, 1984, BIASI, 1996; HARTMANN
et al.,, 2002). O impedimento da inducao radicial
desta espécie pode também ser atribuido a acgéo
dos reagentes utilizados no tratamento fitossanitario
e preparacdo da solucdo do regulador vegetal,
contribuindo para o alto indice de mortalidade.

TABELA 1 — Porcentagens de estacas de P. angustifolia com calos, vivas e mortas coletadas na primavera de

2004, verao, outono e inverno de 2005.

CONCENTRAGOES - PRIMAVERA------  -erev VERAO-- oo OUTONO-------  =men- INVERNO---
(mg L™ AIB)
C Vv M cC V M C v M cC V M
0 175A 0 825B 0 0 1000 O 186A 801A O O 1000
500 25B 0 975A 0 0 1000 O 238A T749A 0 0 1000
1000 00B 0 1000A O O 1000 O 106A 894A 0O O 1000
1500 3B 0 987A 0 0 1000 O 146A 854A 0 0O 1000
3000 3B 0 987A 0 0 1000 O 80A 920A 0 0 1000
QM 21437 - 731437 - - - - 158,80 193,09 - - -
CV (%) 62,72 - 3,48 - - - - 6153 10,95 - - -

C = estacas com calos, V = estacas vivas, M = estacas mortas. Médias seguidas da mesma letra mailiscula nas
colunas nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Com relagdo ao substrato utilizado, é
possivel que a vermiculita tenha sido um substrato
inadequado as necessidades da espécie, embora
relna caracteristicas desejaveis, como
uniformidade na composi¢cdo, baixa densidade,
capacidade de retencédo de agua, porosidade para
manter a aeracdo, ser livre de patogenos e
viabilidade econémica (WENDLING et al., 2002). Em
estaquia de aracazeiro NACHTIGAL et al. (1994)
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obtiveram resultados superiores a 40% de
enraizamento utilizando mistura cinza de casca de
arroz e vermiculita na proporgdo 1:1.

Houve formagao de calos nas estacas
(Tabela 1) somente na primavera, com a maior
porcentagem (17,5%) obtida no tratamento sem uso
do regulador vegetal; nos tratamentos subsequentes
verificou-se que a adi¢do do &cido indolbutirico
interferiu no aumento da mortalidade das estacas,
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sugerindo efeito fitotoxico para a espécie, conforme
citado por ONO e RODRIGUES (1996).
Possivelmente um periodo maior de permanéncia
no leito de enraizamento poderia ter favorecido a
emergéncia de primérdios nas estacas com
formacédo de calos na referida estacao.

A variavel sobrevivéncia das estacas foi
verificada no outono, sem diferenca estatisticamente
significativa entre os tratamentos; as outras
estacBes apresentaram valores nulos para esta
variavel devido a formacéo de calos (primavera) ou
mortalidade total das estacas (verdo e inverno).
Numericamente, as maiores porcentagens foram
obtidas nos tratamentos testemunha e 500 mg L*
AIB, sendo que muitas estacas permaneceram vivas
e com folhas sem formar calos, somente com o
desenvolvimento de brotag6es novas, indicando o
provavel consumo de reservas a serem utilizadas
durante o processo de enraizamento, também
observado por ADAMS e ROBERTS (1987) em
cultivares do género Rhododendron.

No veréo, as estacas apresentaram 100%
de mortalidade, com a perda precoce de folhas e
intensa desidratacdo, mesmo sob regime de
nebulizacéo intermitente. Provavelmente fatores
relacionados a temperatura e ao periodo de
florescimento podem estar relacionados a estes

resultados, semelhantes aos descritos por LEONEL
e RODRIGUES (1993) na estaquia de lichieira (Litchi
chinensis Sonn.), onde destacaram que, mesmo
sob regime de nebulizagédo, ndo houve reposi¢cao
suficiente da perda de &agua ocorrida pela
transpiracao.

No inverno, houve mortalidade geral das
estacas sendo observada a queda macica de folhas
que antecedeu a necrose das bases das estacas,
sugerindo que a manutencdo das folhas pode
contribuir como aparato fotossintético necessario a
iniciacdo radicial (WIESMANN e LAVEE, 1995;
ZUFFELLATO-RIBAS e RODRIGUES, 2001;
HARTMANN et al., 2002).

Anélises anatdmicas

As observacgdes realizadas em seccgles
transversais de estacas de P. angustifolia
provenientes de brotacdes do ano de plantas
matrizes adultas revelaram epiderme com células
alongadas no sentido anticlinal e tricomas tectores
ramificados pluricelulares. A regido cortical é
composta externamente por trés a quatro camadas
de células colenquimaticas e internamente por trés
a cinco camadas de células parenquiméticas (Figura
1). Fibras dispersas sdo observadas em toda a
extensdo cortical.
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FIGURA 1 - A-D. Vista geral das secc¢des transversais da base das estacas semilenhosas de P. angustifolia:
Primavera/2004 (A); Verao/2005 (B); Outono/2005 (C); Inverno/2005 (D). Visualizar a medula (M) e

o xilema (X). Barra =200 um.
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Todas as estacas analisadas
apresentaram crescimento secundario (Figura 2 A-
D). O cilindro vascular mantém as calotas de fibras
do floema primério e no floema secundario as
camadas com células parenquiméaticas e elementos
de tubo crivado séo intercaladas por camadas de
fibras. O floema secundario é seguido pelo cambio,
xilema secundario, xilema primario e medula
parenquimética. A regido do xilema secundario
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apresenta elementos de vaso isolados ou
agrupados. MAYER et al. (2006) verificaram que a
baixa capacidade de enraizamento de V. rotundifolia
cv. Topsail pode estar relacionada as caracteristicas
anatdmicas do cultivar, como a disposicao das fibras
no floema secundario e a permanéncia das fibras
do floema primario, coincidindo com o que foi
observado em P. angustifolia.

e A R ™oB
= i 3.’: s R
RN
3 Fl X o
g .
s 1
o 5

FIGURA 2 - A-D. Detalhes das seccdes transversais da base das estacas semilenhosas de P. angustifolia.
Primavera/2004 (A); Verao/2005 (B); Outono/2005 (C); Inverno/2005 (D). Visualizar a medula (M); o
xilema (X); o cambio (C); as fibras do floema secundario (F2); as fibras do floema priméario (F1); o
floema secundario (FI); o cértex (Ct) e o colénquima (Seta). Barra = 100 um.

BEAKBANE (1961) observou a influéncia da
estrutura anatdémica do floema primario sobre a
capacidade de formacgdo de raizes em estacas de
frutiferas demonstrando que plantas de dificil
enraizamento frequientemente apresentam alto grau
de esclerificacdo. Segundo ONO e RODRIGUES
(1996) o grau de continuidade da camada
esclerenquimatica é inversamente proporcional a
capacidade de enraizamento das estacas. WHITE e
LOVELL (1984) verificaram em estacas de plantas
adultas de Griselinia littoralis e G. lucida, a formagéao
de um anel continuo de fibras e esclereides no
floema primario do caule impedindo a emissdo dos
primoérdios radiciais. Em P. angustifolia observou-
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se que a camada de fibras apresenta uma
descontinuidade, indicando a possibilidade desta
ndo constituir uma barreira mecéanica ao
enraizamento.

O cambio apresentou mais atividade nas
estacbes outono, inverno e primavera, coincidindo
com os periodos de maior acumulo de aguUcares
totais nas estacas (Figuras 1 A-C-D e 4). IRITANI et
al. (1986) observaram em erva-mate (llex
paraguariensis St. Hil.) que o aumento da atividade
cambial induzido pelas auxinas favoreceu a
formacdo de calos e a iniciagdo radicial. Segundo
ANGYALOSSI-ALFONSO e MARCATI (2004) o cambio
pode sofrer dorméncia durante periodos de
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estresse, onde a disponibilidade hidrica nos
tropicos induz a sazonalidade cambial. Nestes
periodos, a divisdo celular cessa, resultando em
uma regido cambial mais estreita em relagdo aos
periodos favoraveis ao crescimento.

Os testes microquimicos com o reagente
lugol revelaram a presenca de amido na regido da
endoderme durante as esta¢gfes do outono, inverno
e primavera, concentrando-se nas camadas de
células mais internas do cortex. Para o enraizamento
de oliveira (Olea europea L.) WIESMAN e LAVEE
(1995) apontaram o amido como maior fonte de
carboidratos requeridos ao processo de inducédo
radicial, uma vez que a taxa de fotossintese
permanece reduzida nas estacas. No verdo ndo foi
verificada deposi¢cdo de amido, possivelmente
devido ao consumo relacionado ao periodo de
floracéo e frutificacdo (ONO e RODRIGUES, 1996).

Os testes microquimicos com cloreto férrico
nao evidenciaram conclusivamente a presenca de
compostos fendlicos especificos pela alteracdo de
coloracdo devido a preexisténcia de uma substancia
de coloracéo intercelular escura. Cogitou-se que o
corte do caule e a imerséo das bases das estacas
em solugdes de hipoclorito de s6édio e Benomyl
podem ter causado a oxidagcdo dos tecidos e
consequente liberacdo de compostos fendlicos.
Testes especificos seriam necesséarios para
identificar a composi¢do quimica dessa substancia

a fim de esclarecer a influéncia desse composto
sobre o enraizamento, pois a presenca de
compostos classificados genericamente como
mono e polifendis pode interferir no processo de
inducéo radicial por atuarem, respectivamente,
como inibidores e ativadores do sistema IAA-oxidase
(ONO e RODRIGUES, 1996). Os testes
microguimicos com vermelho de ruténio néo
evidenciaram a presenca de pectinas nas estacas
de nenhuma estacéo.

O corte realizado em uma estaca com
formagédo de calos em P. angustifolia apresentou a
formacédo de primérdio radicial na regido cambial
(Figura 3), coincidindo com as observagdes de
MCMAHON et al. (2002) para a formacgao de raizes
em estacas de plantas perenes lenhosas e
BOEGER et al. (2004) no enraizamento de guaco
(Mikania glomerata Sprengel). Observou-se a
formacdo da massa celular indiferenciada onde
ocorreu a iniciagdo em regido correspondente ao
cambio interfascicular, deslocando as estruturas
adjacentes para a periferia no momento da
emergéncia, com possivel evidéncia da formacao
da conexdo vascular, em regido similar a verificada
por ST. HILAIRE et al. (1996) em estacas de
Mussaenda erytrophylla L. Schum & Thonn. Nos
cortes analisados foi observado que os elementos
de vaso apresentaram lume obstruido por
mucilagem (Figura 3 D).
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FIGURA 3 - A-C. Primérdio radicial em secc¢éo transversal da base de estaca semilenhosa de P.angustifolia
(inverno/2005). Barra = 200 um (A); Barra =100 um (B); Barra = 100 um (C). D. Elemento de vaso

obliterado por mucilagem. Barra = 25 um (D).
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Analises bioquimicas de aclcares totais e
proteinas

As maiores concentragfes de acglcares
totais (Figura 4) foram obtidas no outono e inverno,
sendo relacionados por ZANETE (1995) e ONO e
RODRIGUES (1996) com o periodo de repouso
vegetativo das espécies, no qual as reservas se
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acumulam nos tecidos para o posterior periodo de
florescimento e frutificacdo. As reservas de amido e
a fotossintese constituem a fonte de carboidratos
nos tecidos das estacas (HARTMANN et al., 2002),
sendo mobilizados durante o processo de
enraizamento (ONO e RODRIGUES, 1996;
ZUFFELLATO-RIBAS e RODRIGUES, 2001).
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FIGURA 4 - Teores de aclcares totais e proteinas em estacas de P. angustifolia provenientes de plantas
matrizes adultas na primavera de 2004, verdo, outono e inverno de 2005.

Com relacdo a variagao dos teores de
proteinas (Figura 4), serdo necessarias analises
qualititativas que possam elucidar de que forma
enzimas especificas atuam sobre o enraizamento
das estacas. O aumento da concentracao de varias
enzimas logo apds o periodo de confecgdo das
estacas, dentre elas a peroxidase, tem sido utilizado
como marcador da fase de indu¢éo ao enraizamento
(HARTMANN et al., 2002).

CONCLUSOES
A estaquia semilenhosa de brota¢des do
ano de plantas adultas de Piptocarpha angustifolia
ndo se mostrou viavel, mesmo com a aplicacédo de
acido indolbutirico;

A presenca de fibras parece ndo constituir
barreira anatdmica a indugéo radicial,

Sao necessarios estudos complementares
guanto a concentragcdo do regulador vegetal,
substratos e andlises bioquimicas especificas.
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